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(57) Abstract 



A method for preparing aromatic substances having formula (I), wherein a substrate of formula (II) or an isomer of these 

P ~ S ' r„A e ™ e **J UbSt !T' \" P f n i cuiar selected from those of formula A"). which formulae R, may be a -CH3, 
-CH20H, -CHO, -COOH, or (a) radical, R 2 may be a -H, -OH or -0-CH3 radical R 3 may be a -H, -OH or -0-CH3 radical 
and K 2 and R 3 may form a methylenedioxy bridge (b), is exposed to the activity of a lipoxygenase. 

(57) Abrege 

L'invention concerne un precede de preparation de substances aromatiques de formule (I) caracterise par le fait que Ton 
soumet un substrat repondant a la formule (II) ou l'un des isomeres de ces precurseurs, appele egalement substrat, choisi i notam- 
ment parmi ceux repondant a la formule (III) dans lesquelles R, peut etre un radical -CH3, -CH20H -CHO -COOH <V> R-, 
peut etre un radical -H -OH -0-CH3, R 3 peut etre un radical -H, -OH, -0-CH3, R, et R 3 peuvent former un pont methyle- 
nedioxy (b) a Taction d'une lipoxygenase. 
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PROCEDE DE PREPARATION DE SUBSTANCES AROMATIQUES 
PAR VOIE ENZYMATIQUE 

L f invention a pour objet un procede de preparation 
5 de certaines substances aromatiques par voie enzymatique. 

Par substances aromatiques on entend toutes 
substances utilisees pour le parfum qu'elles degagent et/ou 
le gout qu'elles procurent dans 1 ' Industrie alimentaire, 
pharmaceutique ou de la parfumerie. 
10 Le procede conforme a 1 1 invention permet la 

preparation de substances aromatiques de formule : 

CHO 



15 




dans laquelle 

20 R 2 peut etre un radical -H, -OH, -0-CH3, 

R 3 peut etre un radical -H, -OH, -0-CH3, 

R 2 et R 3 peuvent former un pont methylenedioxy -0 

-0 

Avantageusement ces substances aromatiques 
25 appartiennent au groupe comprenant : la vanilline, le 

benzaldehyde, 1 1 aldehyde anisique, 1 ' aldehyde para- 
hydroxybenzoique, 1 ' heliotropine et 1 1 aldehyde proto- 
catechique, 

Jusqu'a present, il etait connu de preparer la 
30 vanilline selon differents procedes : 

- a partir de guaiacol, par voie chimique, mais la vanilline 
est obtenue dans un melange comprenant de nombreuses 
impuretes, d'ou des rendements moyens ; 

- a partir de la degradation de la lignine, mais l'obtention 
35 de la vanilline a l'etat pur necessite une grande consom- 

mation de produits chimiques et d 1 energie et occasionne de 



BNSOOCID: <WO 9402621 A1_l_> 



WO 94/02621 - PCT/FR93/00745 



nombreux ire jets ecotoxiques ; 

- a partir de safrole, compose present dans 1* essence de 
sassafras permettant ainsi 1 ' obtention d 1 un melange 
isovanilline-vanilline qui sont deux isomeres difficiles 

5 a separer ; 

- a partir d'eugenol, compose present dans l'huile de clou 
de girofle, ce compose subissant une premiere etape 
d 1 isomerisation en isoeugenol (cis et trans en proportions 
variables) puis une deuxieme etape d'oxydation pour donner 

10 la vanilline ; cependant, ce procede chimique donne des 

rendements tres moyens. 

De plus, tous les procedes de 1 1 art anterieur 
faisant appel a au moins une manipulation chimique, le 
produit obtenu ne peut qu'etre appele "vanilline de synthese 
15 ou d'hemisynthese" et ne peut en aucun cas etre appele 

"vanilline d ' origine naturelle", meme si le substrat de 
depart est naturel (cas de l'eugenol ou du safrole). 

En ce qui concerne le benzaldehyde, il est produit 
par exemple a partir d ? aldehyde cinnamique traite en milieu 
20 alcalin sous pression et a haute temperature (brevet US 
4 617 419). 

Quant a 1 1 aldehyde anisique, il est classiquement 
produit par oxydation chimique de 1 1 anethole que l'on trouve 
en grande quantite dans 1* essence de badiane. 
25 Mais, tout comme la vanilline et pour les memes 

raisons, ces deux composes ne peuvent pas etre qualifies de 
"naturels" . 

L ' invention a pour but de remedier aux inconvenients 
de 1 1 art anterieur et propose un procede biotechnologique 
30 permettant la preparation de certaines substances aroma- 

tiques de bonne purete avec des rendements eleves. 

Ainsi, la Societe demanderesse a eu le merite 
d'etablir qu'il etait possible de preparer des substances 
aromatiques de formule : 

35 
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CHO 




10 



15 



en soumettant l'un de leurs precurseurs, appele substrat, 
repondant a la formule : 



CH=CH-R 1 




20 



25 



30 



35 



ou l'un des isomeres de 



ces precurseurs, appele egalement 



substrat, choisi notamment parmi ceux repondant a la 
formule : 



CH 2 -CH=CH 2 




dans lesquelles 

R x peut etre un radical -CH3, -CH20H, -CHO, -CO0H, 
0-CH3 



■<o>-< 



R 2 peut etre un radical -H, -OH, -0-CH3, 
R 3 peut etre un radical -H, -OH, -0-CH3, 
R 2 et R 3 peuvent former un pont methylenedioxy -0 



0^ 



a 1' action d'une enzyme : la lipoxygenase ou lipoxidase. 

Cette enzyme est repertories sous la reference EC 1 
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13 11 12 dans l'ouvrage "Enzyme Nomenclature" ( IU BMB 
Academic Press 1992). 

Elle est naturellement presente dans de nombreux 
vegetaux tels que par exemple le soja, le ble ou la 
5 betterave , dans certains organes d ' animaux tels que par 
exemple les foies de pore, de veau ou de poisson. Ces 
matieres vegetales ou animales peuvent done constituer des 
sources industrielles de cette enzyme qui, de plus, peut 
egalement etre synthetisee par certains microorganismes. 

10 La lipoxygenase est connue notamment pour sa 

participation a la premiere etape d'un procede permettant la 
synthese d' aldehydes a partir d' acides gras. En effet f son 
activite catalytique oxydative sur les acides gras 
insatures, et plus particulierement sur les acides 

15 linoleique et linolenique, donne lieu a la formation d'un 

hydroperoxyde pouvant ensuite etre scinde en un oxoacide et 
un aldehyde par une hydroperoxyde lyase. 

Or, dans le cadre de 1 1 invention, il a ete trouve 
que la lipoxygenase, quelle que soit son origine, pouvait a 

20 elle seule permettre la preparation de substances 

aromatiques de formule : 

CHO 



25 



a partir de substrats representes par les formules ci-dessus 
mentionnees et selon la reaction suivante : 
30 CH = CH-R 1 CHO Rj-COOH 

+ 0 2 lipoxygenase r^^^N + ou 





* o 



35 \^ ^ R 2 R 2 Ri-CHO 
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(R x , R 2 et R 3 ayant les significations donnees 
precedenunent ) . 

Les substances aromatiques preferees preparees selon 
le precede conforme a 1 * invention sont recapitulees dans le 
tableau I. 



TABLEAU I 



20 



25 



35 





*2 


«3 


SUBSTRAT 


ISOMERE 


PRODUIT 


-CH3 


-0-CH3 


-OH 


isoeugenol 


eugenol 


vanilline 


-CH20H 


-0-CH3 


-OH 


atcooi 

coniferylique 




vanilline 


-CHO 


-0-CH3 


-OH 


aldehyde 
coniferylique 




vanilline 


-COOH 


-0-CH3 


-OH 


acide 

fori ilim ia 




vanilline 


-CH20H 


-H 


-H 


alcool 

cinnamique 




benzaldehyde 


-CHO 


-H 


-H 


aldehyde 
cinnamique 




benzaldehyde 


-COOH 


-H 


-H 


acide 

cinnamique 




benzaldehyde 


-CH3 


-H 


-0-CH3 


anethol 


estragol 


aldehyde 


-CH3 


-H 


-OH 


anol 


chavicol 


aldehyde para 
hydroxy 


-CH3 


-o *^o- 


isosafrol 


safrote 


heliotropine 


-COOH 


-OH 


-OH 


acide cafeique 




aldehyde proto 
catechique 


-% 

CH2 

c=o 

CH 
CH 

^O-CH 3 
OH 


-0-CH3 


-OH 


curcumine 




vanilline 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 
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L'eugenol, le chavicol, l'estragol et le safrole qui 
sont respectivement les isomeres de 1 ' isoeugenol, de l'anol, 
de 1 ' anethole et de 1 * isosaf role peuvent eux-memes etre 
transf ormes par la lipoxygenase en 1* aldehyde correspondant, 
5 soit la vanilline, 1 1 aldehyde hydroxybenzoxque, 1 1 aldehyde 
anisique et 1 ' heliotropine mais avec un rendement plus 
faible* 

En effet la condition la plus importante pour que la 
lipoxygenase puisse exercer son action est que le substrat 

10 comporte une liaison insaturee correctement positionnee : 
c'est le cas notamment de toutes les molecules representees 
par les formules repondant au "substrat" dont la liaison 
insaturee situee sur la chaine portant R x ou CH 2 est 
positionnee soit en alpha, soit en beta du cycle aromatique. 

15 C'est aussi le cas des exemples connus que sont les acides 
linoleique et linolenique qui voient soit- leur carbone 9, 
soit leur carbone 13 (constituant un systeme cis-cis 
dienique non conjugue) etre le siege d'une peroxydation. 

Le precede conforme a 1 ' invention consiste done a 

20 mettre en presence, en milieu tamponne, agite et thermo- 
regule, une lipoxygenase et un substrat repondant a l'une 
des formules ci-dessus representees pendant un temps 
suffisant pour permettre la preparation de la substance 
aromatique correspondante, celle-ci pouvant etre ensuite 

25 recupere par des techniques classiques d f extraction par 

solvant ou par distillation. 

Dans le procede conforme a l f invention, la 
lipoxygenase peut etre utilisee sous forme purifiee ou non 
purifiee 

30 Avantageusement : 

lorsqu'elle est purifiee, c f est-a-dire 
generalement quand elle presente une activite superieure a 
30000 u/mg, (1 unite correspondant a une augmentation de 
1 1 absorbance a 234 nm d'une valeur de 0,001 par minute 

35 lorsque 1 ' acide linoleique est le substrat, a pH 9 et a 

25°C), la lipoxygenase est utilisee a raison de 1 a 500 mg 
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par gramme de substrat, de preference de 5 a 100 mg par 
gramme de substrat et plus pref erentiellement encore de 10 
a 50 mg par gramme de substrat, (a titre d'exemple, on peut 
utiliser une lipoxygenase commercialisee par SIGMA sous 
5 forme d'une preparation enzymatique contenant au moins 60 % 
de proteines ) , et 

- lorsqu'elle n'est pas purifiee, c'est-a-dire 
lorsqu'elle contient moins de 7500 u/mg, comme c'est le cas 
dans les poudres acetoniques du commerce ( forme 

10 preconcentree a partir d'une matiere premiere), ou dans un 

vegetal frais broye ou dans une poudre de farine vegetale, 
ou encore, dans un organe animal frais broye tel que le 
foie, elle sera utilisee a raison de 0,01 a 50 g par gramme 
de substrat, de preference de 0,025 a 10 g par gramme de 

15 substrat et plus pref erentiellement encore, de 0,1 a 5 g par 
gramme de substrat. 

Selon le procede conforme a 1' invent ion, les 
lipoxygenases pref erentiellement utilisees sont la lipoxy- 
genase de germes de soja et la lipoxygenase de germes de 

20 ble. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede 
conforme a 1' invention, on etablit la concentration en 
substrat de la lipoxygenase entre 2,5 et 100 g par litre de 
milieu de reaction et de preference entre 20 et 75 g par 

25 litre de milieu de reaction. 

Conf ormement a 1 1 invention, ce milieu de reaction 
est un milieu aqueux tamponne. Les tampons utilises sont des 
tampons classiques tels que le tampon phosphate de potassium 
et/ou le tampon phosphate de sodium et/ou le tampon borate 

30 de sodium et/ou le tampon phosphate-citrate-borate de 
sodium. 

Avantageusement, les molarites de ces tampons sont 
comprises entre 0,05 Met 0,5 M et leur pH est compris entre 
2 et 10 et de preference entre 5 et 10. Les ajustements de 
35 pH se font soit avec de la potasse, soit avec de la soude, 

soit avec de 1 1 acide phosphorique. 
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Selon d 1 autres caracteristiques avantageuses de 
1 • invention : 

- la temperature du milieu de reaction varie entre 4 et 40 °C 
et de preference entre 22 et 32 °C ; 

5 - la duree de la reaction varie entre 30 minutes et 7 jours, 
de preference entre 2 heures et 5 jours et est determinee 
par suivi cinetique des reactions ; 

- 1' agitation doit etre suffisamment forte, pour 
homogeneiser ou emulsionner l f ensemble du milieu 

10 reactionnel et pour oxygener tout le substrat present, et 

est realisee a une vitesse comprise entre 150 et 250 
tr/min. 

En outre, un agent emulsifiant tel que le TWEEN 80 
peut etre introduit dans le milieu a raison de 0,05 a 2% en 

15 volume par rapport au milieu de reaction. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede 
conforme a l 1 invention, en fonction du substrat utilise, et 
en particulier quand le substrat est un compose de nature 
phenolique, du fait de la toxicite des phenols vis-a-vis de 

20 l 1 enzyme, il peut etre necessaire d'ajouter dans le milieu 
de reaction au moins un adsorbant ou un complexant choisi 
dans le groupe comprenant le charbon act if a une 
concentration comprise entre 5 et 50 g par litre, celui 
connu sous la marque "Amberlite" de type XAD 2 a une 

25 concentration comprise entre 5 et 50 g par litre, la beta 
cyclodextrine a une concentration comprise entre 3 et 18 g 
par litre et le polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) a une 
concentration comprise entre 10 et 60 g par litre, de fagon 
a proteger ladite enzyme. 

30 L' invention ne se limite pas strictement au procede 

decrit, elle en embrasse au contraire toutes les variantes. 
La Soci6te demanderesse a par exemple experiments de fagon 
concluante la transformation du beta-carotene en beta-ionone 
par 1 1 action de la lipoxygenase qui agit dans ce cas au 

35 niveau d 1 une liaison insaturee situee en position gamma par 

rapport au cycle de la molecule, conjuguee avec une liaison 
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insaturee situee en position alpha par rapport au meme 
cycle. 

Les exemples qui suivent permettront de mieux 
comprendre 1 • invention ; ils ne sont pas limitatifs et 
5 concernent les modes de realisation avantageux de 
1 ' invention. 

EXEMPLE 1 

Dans un flacon contenant 20 ml de tampon borate de 
sodium presentant une molarite de 0,1 M et un pH de 6,5, on 
10 ajoute 0,75 g d ' isoeugenol, 20 mg de lipoxygenase issue de 
germes de soja et titrant 36000 u/mg et 0,05 g de TWEEN 80. 

Apres trois jours d' incubation a 28 °C et sous 
agitation a une vitesse de 150 tr/min, 1' ensemble de 
l'echantillon est extrait par du dichloroethane et la 
15 vanilline est ensuite dosee par HPLC. 

La production de vanilline est de 2,85 g/1. 
EXEMPLE 2 

Dans les memes conditions que dans l'exemple 1, on 
ajoute au milieu de reaction 0,75 g d'eugenol a la place de 
1' isoeugenol en presence de 0, 5 g de charbon actif. 

Le rendement en vanilline est de 28,5 mg/litre. 
EXEMPLE 3 

Huit flacons contenant les memes ingredients que 
dans l'exemple 1 sont incubes a 28°C sur une table agitee a 
25 150 tr/min. Chaque jour un echantillon est extrait par le 

dichloroethane et dose par HPLC. 

La cinetique est reproduite sur la figure 1. 

La production de vanilline atteint 2,82 g/1. 
EXEMPLE 4 

30 Dans les memes conditions que dans les exemples 

precedents, on fait varier les concentrations en isoeugenol 
de 5 a 100 g/1 de milieu de reaction. 

On obtient une production de vanilline, representee 
sur la figure 2, atteignant 2,2 g/1. 

35 EXEMPLE R 

Dans les conditions decrites dans l'exemple 1, on 



20 
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fait varier la concentration de la lipoxygenase ajoutee au 
milieu de reaction de 0 a 2,5 g/1 de milieu de reaction. 

Les quantites de vanilline produites correspondantes 
sont representees sur la figure 3. 
5 La production de vanilline atteint 2,9 g/1. 

EXEMPLE 6 

Dans les memes conditions que dans l'exemple 1, on 
ajoute 10 g/1 de curcumine, prealablement traitee par de la 
potasse pour la solubiliser dans le milieu tampon, 
10 La vanilline est obtenue avec un rendement de 37 

mg/1. 
EXEMPLE 7 

Dans les memes conditions que dans l'exemple 1, on 
remplace I'isoeugenol par 2 g/1 d'alcool conif erylique • 
15 En deux jours, la vanilline est obtenue avec un 

rendement de 240 mg/1. 
EXEMPLE 8 

Dans les memes conditions que dans l'exemple 1, on 
ajoute 25 g/1 d' aldehyde cinnamique. 
20 Apres quatre jours d ' incubation, on detecte 1,1 g/1 

de benzaldehyde dans le milieu, 
EXEMPLE 9 

Dans les memes conditions que dans l'exemple 1, on 
ajoute 8 g/1 d'anethole. 
25 Apres quatre jours, on mesure 448 mg/1 d* aldehyde 

anisique. 
EXEMPLE 10 

Dans un flacon contenant 25 g d ' aubergine broyee et 
25 g de tampon borate de sodium presentant une molarite de 
30 0,1 M et un pH de 6,5, on ajoute 0,4 g d'isoeugenol et 0,05 
g de TWEEN 80. Apres 3 jours d' incubation a 28 °C et sous 
agitation a un vitesse de 200 tr/min, on detecte 1,75 g/1 de 
vanilline • 
EXEMPLE 11 

35 Dans un flacon contenant 20 g de tampon borate de 

sodium presentant une molarite de 0,1 M et un pH de 6,5 et 
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0,75 g d • isoeugenol , on ajoute 5 g de foie de pore frais 
broye et 0,05 g de TWEEN 80. Apres 2 jours d • incubation a 
28 °C et sous agitation a une Vitesse de 200 tr/min, la 
quantite de vanilline mesuree est de 0,7 g/1. 



WO 94/02621 PCI7FR93/00745 



12 



10 



15 



REVENDICATIONS 
1. Procede de preparation de substances aromatiques 
de formule 

CHO 




caracterise par le fait que I'on soumet un substrat 
repondant a la formule : 

CH^CH-Ri 




20 



25 



ou l'un des isomeres de ces precurseurs, appele egalement 
substrat, choisi notamment parmi ceux repondant a la 
formule : 



CH 2 -CH=CH 2 




30 



35 



dans lesquelles 

Rj peut etre un radical -CH3, -CH20H, -CHO, -COOH, 
-CH3 




-C-CH2-C-CH=CH-< O >-OH 

U it ^ ' 

O O 

R 2 peut etre un radical -H, -OH, -0-CH3, 
R 3 peut etre un radical -H, -0H r -0-CH3, 
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10 



R 2 et R 3 peuvent former un pont methylenedioxy -Q\ 

a 1 1 action d 1 une lipoxygenase. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par 
le fait que les substances aromatiques appartiennent au 
groupe comprenant: la vanilline, le benzaldehyde , 1' aldehyde 
anisique, 1 ' aldehyde parahydroxybenzoique, 1 ' heliotropine et 
1 1 aldehyde protocatechique . 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise par le fait que la lipoxygenase sous forme 
purifiee est utilisee a raison de 1 a 500 mg par gramme de 
substrat, de preference entre 5 et 100 mg par gramme de 
substrat et plus preferentiellement encore de 10 a 50 mg par 
gramme de substrat, 

15 4 - Procede selon la revendication 1 ou 2, 

caracterise par le fait que la lipoxygenase sous forme non 
purifiee est utilisee a raison de 0,01 a 50 g par gramme de 
substrat, de preference entre 0,025 et 10 g par gramme de 
substrat et plus preferentiellement encore, entre 0,1 et 5 

20 g par gramme de substrat. 

5 . Procede selon 1 • une des revendications 1 a 4 , 
caracterise par le fait que I'on utilise une lipoxygenase ou 
une source de lipoxygenase d 1 origine vegetale. 

6. Procede selon l'une des revendications 1 a 4, 
25 caracterise par le fait que I 1 on utilise une lipoxygenase ou 

une source de lipoxygenase d' origine animale. 

7 . Procede selon 1 ' une des revendications 1 a 6 , 
caracterise par le fait qu'on etablit la concentration du 
substrat de la lipoxygenase entre 2,5 et 100 g par litre de 
milieu de reaction et de preference entre 20 et 75 g par 
litre de milieu de reaction. 

8. Procede selon l'une des revendications 1 a 7, 
caracterise par le fait qu'il est mis en oeuvre dans un 
milieu tamponne presentant un pH compris entre 2 et 10 et de 

35 preference entre 5 et 10. 

9. Procede selon 1 1 une des revendications 1 a 8, 
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caracterise par le fait que la temperature du milieu de 
reaction est comprise entre 4 et 40°C et de preference entre 
22 et 32°C. 

10. Procede selon l'une des revendications 13 9, 
5 caracterise par le fait que la duree de la reaction varie de 

30 minutes a 7 jours et de preference de 2 heures a 5 jours. 

11. Procede selon l'une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre sous agitation a 
une Vitesse comprise entre 150 et 250 tr/min. 

10 12 . Procede selon 1 1 une des revendications 1 a 11 , 

caracterise par le fait qu 1 un agent emulsifiant est ajoute 
a raison de 0, 05 a 2% en volume par rapport au milieu de 
reaction. 

13 . Procede selon 1 f une des revendications 1 a 11 , 
15 caracterise par le fait que l'on peut a j outer dans le milieu 

de reaction, dans le cas ou un compose de nature phenolique 
est utilise comme substrat , au moins un adsorbant ou un 
complexant . 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise 
20 par le fait que 1' adsorbant ou le complexant est choisi dans 

le groupe comprenant le charbon act if a une concentration 
comprise entre 5 et 50 g par litre, celui connu sous la 
marque " Amberlite 11 de type XAD 2 a une concentration comprise 
entre 5 et 50 g par litre, la beta cyclodextrine a 
25 une concentration comprise entre 3 et 18 g par litre et le 
polyvinyl polypyrrolidone ( PVPP ) a une concentration 
comprise entre 10 et 60 g par litre. 
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